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Abstract of EP0345242 

This invention is a recombinant DNA molecule for expression of HIV-1 gag precursor protein in eukaryotic 
cells which compnses the HIV-1 gag coding region and regulatory regions which allow for expression of 
the gag DNA when said DNA is used to transform eukaryotic host cells. Also described are methods for 
producting HIV-1 gag protein, method for producing a recombinant DNA molecule, and the HIV-1 gaq 
protein product produced by host cells transformed with the recombinant DNA described in the instant 
application. 
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@ Expression de prot^lnes gag de rdtrovlnis dans les cellules eucaryotes. 

La prot6ine pr6ourseur gag de retrovirus est exprim^e 
ins des cellules eucaryotes par techniques d'ADN recombi- 
nant et employee pour induire une immunoprotection chez les 
humains prSsentant un. risque d'exposftion & HIV et pour 
diagnostiquer une exposition. 
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Cette Invention est relative a Texpression des proteines dans les cellules eucaryotes. Eile conceme plus 
particulierement rexpresslon de la proteine pr6curseur gag du virus de inmmunodeficience. 

Aniere-plan de rinvention 

I c'est-a-dlre les vims de la famille des Retroviridae. sont une grande famille de virus 

rl^o M . Jl"^ enveIopp6s d'envlron 150 nm prdsentant une nucl^ocapside et dont le materiel g6n6tique est de 
ARN. La femille comprend les oncovlais comme les virus du sarcome et de la leuc^mie, les virus de 
I'immunodeficience et les lentivirus. 

Le virus de la d6ficience immunitaire humaine (HIV). Tagent 6tiologique du syndrome de ia d^ficience 
^munitaire acquise (SIDA) et des d6sordres qui y sont apparent6s. est un membre de la famille des 
/i^Tim ?• 1 d^ff^rents Isolats de HIV parmi lesquels le virus T-lymphotroplque humain de type Hi 
(HTLV-IH). le virus de la lymphad6nopathle (LAV) et les retrovirus assocles au SIDA (ARN) qui ont ete groupes 
e^f ^'iV' associ6s k la d6ficience immunitaire comprennent HIV de type 2 dont Tassociation au 

biDA en Afnque occldentale a 6t6 r6cemment mise en evidence. D'autres virus de la d6ficience immunitaire 
comprennent les virus SIV (virus du singe) tels que SIVmac-BK28. 

La caractfirisation mol6culaire du genome de HIV a demontre que le virus possdde la meme organisation 
gagpol-env globale que d'autres retrovirus. De plus, il contient au molns 5 genes qui ne se retrouvent pas dans 
d autres retrovirus : sor. ta«. art/trs . 3'orf et R. U region gag encode au moins 3 proteines structurelles 
{ core ). pi7. p24 et p16 qui sont gen6raes par clivage d'une protfeine precurseur gag de 55 kilodaltons oar la 
protease de HIV. La protease est encodee par le gene pol. 

Des rapports recents ont montre que des anticorps aux proteines gag de HIV. p17, p24 et p16 sont presents 
dans les sera iiumains d'indivldus infect6s aux Etats-Unis d'Am6rique et en Europe et que les anticorps 
on pP^^^^^^"^ rapidement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et mesure que 
30 I'indfvtdu progresse vers le SIDA, Hue 

U proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et al. Virology 156:171 (1987) est 
bien positionne pour etre en contact 6troit avec la proteine transmembranaire gp41 et la membrane vfrale. Elle 
pourrajt 6galement jouer un role dans les changement de conformation impIiquSs dans le processus d'entr^e 
et de desenrobage du virus. De plus, on a demontr6 que gag p17 a un N-termlnus inyristyl6. U myristylation 
35 jouerait un role important dans I'assemblage du virion et dans ia localisation de composants du virus k la 
membrane du plasma. 

Malgre de gros efforts de recherche dans le domaine du SIDA. on continue k avoir besoin de reactifs de 
diagnostic qui peuvent 6tre utiOses pour contrdler la progression de ia maladie et d^agents qui peuvent 6viter 
une infection primalre. tels que via une immunisation et d'agents qui peuvent prevenir ou empecher une 
40 infection secondalre tels que par une transmission de cellule k cellule ou par Infection du virus libre 
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Resume de rinvention 

45 Un aspect de cette invention est une molecule d'ADN recombinant pour Texpression de la prot6ine 
precurseur gag dans des cellules eucaryotes qui comprend une sequence codant Ii6e de maniire op6ratolre 
a une region de regulation qui fonctionne dans ia cellule hdte. 
iDes aspects voisins de cette Invention sont des cellules h6tes comprenant la molecule d'ADN recombinant 

et leurs cultures. 

5Z7 D'autres aspects de cette invention sont la prot6ine pr6curseur gag produite par les cellules hdtes de 

I invention, y compris une particule comprenant la proteine pr6curseur gag semblable au "core* de HIV. 
D'autres aspects encore de cette invention sont un proc6d6 pour produire la molecule d'ADN recombinant 

et la cellule hdte de rinvention. un proc6d6 pour produire la proteine precurseur gag et les particules de 

I invention ainsi que les compositions et methodes qui s'y rattachent. 
^ Ces aspects de rinvention et d'autres encore sont amplement decrits dans la description et les Exemples 

qui sulvent. 



Description D6talll6e de i'lnventlon 

II a maintenant 6te trouv6 que la proteine precurseur retrovirale gag peut etre exprimee dans des cellules 
euc^otes recombinantes et qu'une telle (expression peut resulter en une production de I'entidrete de la 
proteine pr6curseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pol et sans I'usage de sequences 5' non traduites 



2 



EP 0345242 A2 



Comme exemples de telles cellules il y a las cellules d'eucaryotes lnf§rieurs telles que las cellules de levure de 
molslssures et d'animaux. y compris les cellules d'insectes telles que les cellules de Drosophiles ou'de 
L6pldonrrter8s; les Iign6es cellulaires de mammifdres; les cellules primaires de mammifdres et les Insectes et 
animaux transg^nlques. 

II a dgaiement 6te trouv6, de maniere inattendue. que la proteine prdcurseur gag peut former des particules 
qui ressemblent, en grandeur et autres caracteristiques physiques et en antlg§nlcite, aux particules gag 
authentiques formees d la surface des cellules humaines infectees. Durant un cycle d'infection retrovirale 
naturelle, il apparait que la prot6ine pr6curseur gag. connue comme p55 dans le cas de HIV, est tout d*abord 
assemble en particules Immatures comprenant de manl^re pr§pond6rante la prot§lne gag dans son 
entleret6. Ces particules gag peuvent etre d6sign6es comme pr^-partlcules de "core* ou comme particules de 
noyau non matures. Pendant la maturation virale, le precurseur est cllv6 en prot6lnes sousunltaires connues 
dans le cas de HIV. comme p17, p24 et p16. Ces particules gag, malntenant constItu6es en majeure partie de 
p17. p24 et p16. peuvent §tre mentionn6es comme particules de "core" ou particules matures de "core". 
Pendant la maturation virale 6galement, apparemment pendant le processus de bourgeonnement la 
membrane virale se fomie autour des particules du "pr^-core" ou du "core". Comme le montrent les Exemples 
ci-aprds. le precurseur gag de HIV exprimS dans des cellules recombinantes de L6pldopt6res en utilisant un 
systeme d'expression Baculovlrus forme en majeure partie des agr6gats ou des paquets sous forme de 
particules qui ont des proprifetes physiques et blologiques et des dimensions similaires k celles du "core' des 
particules de HIV form6es natureflement a la surface des ceflules humaines lnfect6es. Les particules de 
rinvention comprennent de manldre prfedomlnante la proteine precurseur gag (plus de 90 o/o des proteines 
pr^sentes dans les par ticules. Bles sont reconnues apres un bref traitement avec du Triton XI 00 par des 
anticorps monoclonaux (MABs) anti-p17. MABs anti-p24 et MABs anti-pi 6 en plus de leur reconnassance par 
des anticorps polyclonaux anti-gag provenant de sera de patients infect6s. Les particules, parce qu'eiles sont 
pr6parees par techniques d*ADN recombinant comme decrit Ici, sont depourvues des fonctions vlraies 
requises pour la maturation et la replication du virus, specialement de TARN viral et, de pr§f6rence. egalement 
des fonctions de transcriptase inverse. 

Les cellules eucaryotes recombinantes de llnvention sont construites pour exprimer la proteine pr6cureeur 
gag par introduction dans les cellules de la molecule d^ADN recombinant de IMnvention. U molecule d'ADN 
recombinant de IMnvention comprend une region codant pour la prot6ine precurseur gag liee de maniere 
operatoire 4 un element de regulation qui f onctionne dans les cellules hotes choisles. Sous un aspect de cette 
invention, ii a 6te trouv6 que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour Pexpression de la proteine 
precurseur gag et pour la formation de la particule ressemblant au *pre-core', Les sequences d'ADN codant 
pour d'autres fonctions. p,ex. pour des fonctions d'ampliflcatlon, fonctions de marqueurs de selection ou de 
maintenance peuvent egalement dtre associees a la molecule d'ADN recombinant de I'inventlon. 

Une region d'ADN codant pour la proteine precurseur gag peut §tre pr6paree de nMmporte lequel des 
differents clones genomiques d'isolat infectieux du virus de I'lmmunite d6ficitaire rapport6s dans la Htterature 
Voir, par exemple Shaw et al.. Science 226 :1165 (1984); Kramer et al.. Science 231 :1580 (1986)* 
Alternativement. un clone g6nomique du virus de rimmunlte d6flcltaire peut dtre prepare de vims lsoI6s de 
specimens clinlques par technique de clonage d'ADN standard. Voir, par exemple, Gallo et al., Brevet 
4 520 113 des Etats-Unis d'Am6rlque; Montagnier et al.. Brevet 4 708 818 des Etats-Unis d'Amerique. Ayant 
done un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag peut dtre pr6par6e par restriction de TADN de maniere S isoler une portion de la region 
codante de I'ADN et reconstruction des portions restantes par i'utilisatlon d'ongonucl6otides synthetiques, 
comme decrit dans les Exemples ci-apres. Alternativement, un fragment plus important comprenant la region 
codante gag ou des sequences addltlonnelles peut etre coup6 par I'utilisatlon d'exonucieases. Dans un autre 
precede alternatif encore. I'entierete de la region codante peut etre synthetisee en utilisant des synthetiseurs 
d'ADN automatises standard par la synthese de fragments de la region codante et en les liant ensemble pour 
former une region codante complete. Bien que i'usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantes naturelles presentes en 5' et en 3'soit prefere. la fusion de la sequence codante 4 d'autres 
sequences du virus de I'lmmunite deficitaire. p.ex. sequences de la proteine du manteau. n'est pas ecartee 
des aspects preferes. 

A titre d'exemple. une region codant pour la proteine precurseur gag de HIV a la sequence suivante : 
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1 ATG GOT GCG AGA GCG TCA GTA TTA AGO GGG GGA GAA 36 
Met GlY Ala Arg Ala Sec Val Leu Set Gly Gly Glu 

5 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Arg Trp Glu Lys He Arg Leu Arg Pro Gly 

73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 108 
Gly Lys Lys Lys Tyc Lys Leu Lys His He Val Trp 

109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA 6TT AAT CCT 144 
fS Ala Sec Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro 

145 GGC CTG TTA GAA ACA TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
Gly Leu Leu Glu Thr Sec Glu Gly Cys Arg Gin He 

20 

181 CTG GGA CAG CTA CAA CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Leu Gly Gin Leu Gin Pro Ser Leu Gin Thr Gly ser 

25 

217 GAA GAA CTT AGA TCA TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 252 
Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr 

30 253 CTC TAT TGT GTG CAT CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Leu Tyr Cys Val His Gin Arg He Glu He Lys Asp 

^ 289 ACC AAG GAA GCT TTA GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 

325 AAC AAA AGT AAC AAA AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 360 
40 Asn Lys Ser Lys Lys Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 



36.1 GAC ACA GGA CAC AGC AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAG 396 

Asp Thr Gly His Ser Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr 

45 

397 CCT ATA GTG CAG AAC ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 

Pco He Val Gin Asn He Gin Gly Gin Met Val His 

433 CAG GCC ATA TCA CCT AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 468 

Gin Ala He Sec Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val 

^ 467 AAA GTA GTA GAA GAG AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 

Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val 



^ 505 ATA CCC ATG TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr 

65 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC ACA GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash Thr Met Leu Asn Thr Val Gly 

577 GGA CAT CAA GCA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 612 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu The 

613 ATC AAT GAG GAA GOT GCA GAA TGG GAT AGA GTA CAT 648 
He Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG 684 
Pro Val His Ala Gly Pro He Ala Pro Gly Gin Met 

685 AGA GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 
Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp He Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Ser Thr Leu Gin Glu Gin He Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro He Pro Val Gly Glu He Tyr Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Set Gin Glu 

937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 972 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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1405 GCC CCA CCA GAA GAG AGC TTC AGG TCT GGG GTA GAG IMO 
Ala Pro Pco Glu Glu Sec Phe Arg Sec Gljr Val Glu 

5 1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG CAG GAG CCG ATA GAC 1476 
The The The Pro Pco Gin Lys Gin Glu Pco He Asp 
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1477 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGA TCA CTC 1512 
Lys Glu Leu Tyc Pco Leu The Sec Leu Arg See Leu 

973 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA GCA 1008 
Asn Ala Asn Pco Asp Cys Lys The He Leu Lys Ala 

1009 TTG GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAA ATG ATG ACA 1044 
Leu Gly Pco Ala Ala The Leu Glu Glu Met Met The 

1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1080 
Ala Cys Gin Gly Val Gly Pco Gly Gly His Lya Ala 

1081 AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AGC CAA GTA ACA AAT U16 
Acg Val Leu Ala Glu Ala Met Sec Gla Val The Asa 

1117 ACA GCT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
The Ala The He Met Met Gin Acg Gly Asn Phe Acg 

1153 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 1188 
Asn Gin Acg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 

1189 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC CCT 1224 
Lys Glu Gly His The Ala Arg Asn Cys Acg Ala Pro 

1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 
Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 

1261 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 1296 
His Gin Met Lys Asp Cys The Glu Acg Gin Ala Asa 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAC AAG GGA AGG 1332 
Phe Leu Gly Lys He Tcp Pro Sec Tyr Lys Gly Acg 

133 3 CCA GGG AAT TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1368 
Pco Gly Asb Phe Leu Gin See Arg Pco Glu Pro The 

1369 ecc CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1404 
Ala Pro Pco Phe Leu Gin Sec Arg Peo Glu Pro The 

Un grand nombre de cellules eucaiyotes et de systSmes d'expression sent disponibles pour I'expresslon de 
proteines hetferologues. Les plus largement utflistes parml eux sont les syst6mes de mammlferes, Insectes et 
levures. bien que rinvention ne leur soft pas Hmltge. De manidre typkjue. ces syst^mes emploient une 
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mo!6cule d*ADN recombinant comprenant une sequence codant pour le gSne interessant Ii6 de maniSre 
operatoire & un element de r6gulation. un marqueur de selection et, dans certains cas, des fonctions de 
maintenance comme une origine de replication. Un 6l6ment de r6gulation est une region ou un ensembie de 
regions d'ADN qui comprend ies fonctions n^cessaires ou desirables pour la transcription et la traduction. De 
manidre typique, ta region de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 5 
initiation de transcription. 

Parmi les cellules d'insectes qui peuvent etre utllisees dans I'invention il y a Ies cellules de Drosophiles et de 
L6pidopteres. Parmi les cellules de Drosophiles utiles 11 y a les cellules S1 . S2. S3 et KOO et D. hydei . Voir, par 
example, Schneider et al.. J. Embryol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
83:9428 (1986) ; Sinclair et al., Mol. Cell. Biol. 5 :3208 (1985). Les cellules de Drosophiles sont transfectees par 10 
techniques standard, y compris la precipitation au phosphate de calcium, la fusion cellulaire, Telectroporatfon 
et la transfection virale. Les cellules sont cuttiv^es sulvant les procedures de culture cellulaire standard dans 
une variete de milieux nitritrfs, y compris, p.ex., le milieu M3 qui consiste en un ensemble d'acides amines 
essentlels et de sels equOibres. Voir Lindquist, DIS 56 :163 (1982). 

Parmi les promoteurs connus pour etre utiles chez les Drosophiles, il y a les promoteurs de cellules de 15 
mammiferes aussi bien que les promoteurs de Drosophiles, ces demlers etant preferes. Comme exemples de 
promoteurs de Drosophiles utiles II y a le promoteur de metailothioneine de Drosophile, le promoteur de la 
proteine de choc thennique 'heatshock* de 70 kilodattons (HSP70) et le LTR COPIA. Voir, par exemple, Di 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 :7095 '1983); McGany et al.. Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et un element de regulation peut €tre clone 20 
dans un vecteur de cionage bacterien dans le but de propager TADN avant la transfection des cellules 
animales. 

Dans les agents preferes de cette Invention, le precurseur gag de HiV est exprime dans des cellules de 
Lepidopteres pour produlre des partlcules gag immunogenlques. Pour Texpression de la proteine precurseur 
gag dans des cellules de Lepidopteres. on pretdre utillser un systeme d'expression Baculovirus. Dans un tel ^ 
systeme. une cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et Teiement de regulation est 
placee dans un vecteur de cionage standard dans un but de propagation. Le vecteur recombinant est alors 
cotransfecte dans des cellules de Lepidopteres avec de I'ADN d'un type de Baculovirus sauvage. Les virus 
recombinants resultant de la recombinaison homologue sont alors s6lectionnes et purifies sur plaque en 
substance comme decrit par Summers et al.. TAES Bull. NR 1555 . Mai, 1987. 30 

Parmi les cellules de Lepidopteres utiles, il y a les cellules de Trichloplusia ni . Spodoptera Fruglperda . 
Heliothls zea, Autographica catifomica . Rachiplusia ou . Galleria melonella , Mandica Sexta ou autres cellules 
qui peuvent etre infectees par des Baculovirus, y compris le virus de polyhedrose nucl6aire (VPN), les virus a 
nucleocapside unique (VNCU). Les Baculovirus preferes sont VPN ou VNCM parce qu'ils contiennent le 
promoteur du gene de poIyh6drine qui est fortement exprime dans les cellules infectees. Particulierement 35 
exemplifie ci-apres est le virus VNCM de Autographica califomica (AcVNCM). Cependant. d'autres virus 
VNCM et VNCU peuvent egalement etre employes comme le virus du ver k sole, Bombyx mori . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfectes avec de TADN comprenant la cassette d'expression de invention et avec 
TADN d'un Baculovirus Infectleux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut. Les 
cellules sont cultivees suivant ies techniques de culture cellulaire standard dans un bon nombre de milieux 40 
nitritlfs, y compris, par exemple. TC100 (Gibco Europe; Gardiner et al.. J. Inverteb. Pathol. 25 :363 (1976) 
additionne de 10<Mo de serum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al.. dans Setlow et al. ed.. Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8. New York, Plenum, 1986. pages 277-298. 

La production dans les cellules d'insectes peut egalement §tre effectuee par infection de lan^s d'insectes. 
Par exemple, le precurseur peut etre produit dans des chenilles de Trichoplusia ni en continuant h donner 45 
comme noum'ture le Baculovirus recombinant avec des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensulte le precurseur gag de i'hemolymphe apres environ 2 jours. 

Parmi les promoteurs utifisabies dans les cellules de Lepidopteres II y a les promoteurs d*un genome de 
Baculovirus. Le promoteur du gene de la polyhedrine est pretere parce que la proteine polyh6drine est 
naturellement sur-exprim6e par rapport aux autres proteines de Baculovirus. On prefere le promoteur du gene 50 
de polyhedrine du virus AcVNCM. Voir Summers et al.. TAES Bull. Nr 1555, Mai 1987; Smith et aJ., 
EP-A-127839. Smith et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour I'expression dans des cellules de mammiferes, la cassette d'expression est. de la meme maniere. 
clonee dans un vecteur de cionage et alors utiiis6e pour transfecter les cellules de mammiferes, Le vecteur 
comprend, de preference, des fonctions ADN additlonnelles pour la selection et/ou Tamplification. p.ex. une 55 
cassette de resistance k la neomycine pour selection G 418. D'autres fonctions, telles que pour 
Taugmentation de la transcription peuvent egalement etre employees, D'autres fonctions encore peuvent etre 
comprises dans le vecteur pour une stabilite de la maintenance episomale, si on le desire, telles que les 
fonctions de maintenance du virus du papillome bovin. Le vecteur cellulaire de mammifdre peut egalement dtre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir. p.ex.. Paoletti et al., 60 
brevet 4-603 112 des Etats-Unis d'Am6rk(ue; Paoletti et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles il y a les cellules de I'ovaire de hamster chinois (CHO), 
NIH3T3, COS-7, CVI, du myeiome de la souris ou du rat, HAK, Vero, HeLa, les cellules diploTdes humalnes, " 
comme MRC-5 et WI38 ou les lignees cellulalres du lymphone du poulet. La transfection et la culture cellulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans les cellules de mammiferes peut egalement etre 65 
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effectu6e par expression dans des animaux transg6nlques. Par exemple, le precurseur gag peut etre exprim6 
en utilisant un promoteur de cas^ine et purifi6 k partir de lait. 

Parmi les promoteurs utiles dans les Iign6es cellulaires de mammlferes ou les cellules primaires de 
mammiferes II y a les promoteurs de g§nes inltlaux et tardifs, le promoteur de la m^tallothioneine, les LTR 

5 viraux comme le LTR du sarcome de Rous. le LTR du virus du sarcome de Moloney ou ie LTR du virus de la 
tumeur mammaire de la souris (VTMS) ou le promoteur tardif principal de I'adenovirus et les promoteurs 
hybrides comme un virus hybride BK et le promoteur tardif principal d'adenovirus. La region de regufation peut 
egalement comprendre des fonctlons en aval, comme des fonctions pour I'adenytation ou d'autres fonctions, 
comme des sequences pour amplifier la transcription. 

10 Parmi les levures qui peuvent dtre employees dans la mise en pratique de I'lnvention il y a celles des genres 
Hansenula . Pichia, Kluveromyces . Schizosaccharcmyces, Candida et Saccharomyces . La levure hdte pr6f 6r6e 
est le Saccharomyces cerevislae . Parmi ies promoteurs utiles, il y a le promoteur inductible de cuivre (CUPI). 
les promoteurs de g^nes glycolytiques. p.ex. TDHa, PGK et ADH, et les promoteurs PH05 et ARG3, Voir, par 
exemple. Miyanohara et al., Proc. Natl. Acad. ScL USA 80 :1 (1983).Meiloretal. Gene 24 :1 (1983);Hitzemannet 

15 al., Science 219 :620 (1983); Cabezon et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 :6594 (1984). 

Dans le cas de particules de protSine precurseur gag produrtes suh/ant cette invention, il est entendu que, 
bien qu'on prefere des particules comprenant le precurseur gag, on peut 6galement preparer des particules 
contenant des derives du precurseur gag natif. Par exemple, un ou plusleurs nucleotides ou acldes amines 
indiques dans la sequence cf-dessus peuvent etre supprimes, substitues ou ajoutes sans affecter 
20 dSfavorablement de mani^re sensible la r6activite immunogenique croisee avec mes epitopes gag 
authentiques. En d'autres termes. de teis derives peuvent etre immunologiquement similaires d des particules 
gag autlientiques. De tels derives, bien qu'ils pulssent comprendre des acldes amines provenant d'autres 
regions, y compris des regions immunogeniques du genome de HIV. n'encodent pas d'autres fonctions de 
HIV, comme la fonction protease de la region pol ou la fonction transcriptase Inverse. De plus, de tels derives 
25 retiennent la faculte de former des particules en culture de cellules d'insectes comme II est decrit ici. Dans ce 
cas, il est a la portee de I'homme du metier de preparer des particules gag qui comprennent des proteines 
hybrides ayant un ou plusleurs epitopes suppl6mentalres aux epitopes gag. De tels epitopes suppiementaires 
peuvent etre d'origlne HIV ou derives d'autres organismes pathogenes, p.ex. virus de I'hepatlte B ou virus de 
I'herpes. 

30 La protelne precurseur gag est exprimee dans la forme liee a la membrane (particules et amas de particules 
enrobees de membranes). Elle est isoiee du milieu conditionne par techniques standard dMsolement et 
purification des proteines. On peut ajouter des detergents afin de Iib6rer la proteine du materiel mem branaire 
de la cellule. Apres traitement avec un detergent, p.ex. du Triton X100. un Tween ou du sulfate de dod6cyl 
sodium (SDS). la proteine ou les particules peuvent itre purifiees par une serie d'etapes d'uttrafiltration, 

35 etapes d'uftracentrifugatfon. precipitation selective avec, p.ex. du sulfate d'ammonlum ou PEG. gradient de 
densite, centrifugation dans Csa ou gradient de saccharose et/ou stades chromatographiques comme 
chromatographie d'affinite, chromatographie d'immunoaffinite, HPLC, HPLC en phase inversee, echange 
cationique ou anionique, chromatographie d'exclusion de dimension et focaGsatlon isoelectrique preparative. 
Pendant ou apres purification, la proteine ou les particules peuvent etre traitees p.ex. avec du fonnald6hyde. 

40 du glutaraldehyde ou du NAE pour augmenter la stabilite ou I'immunogenicite. A la vue de la decouverte 
decrite ici que le precurseur gag peut former des particules Immunogenes en absence d'autres fonctions 
virales, on croh que. lorsque le precurseur gag est exprime et purifie sous forme non-partlculaire. il peut 
causer la formation de particules in vitro, comme il a et6 montre que c'est le cas pour I'antigene de surface de 
I'hepatite B apres expression dans la levure. Voir. p.ex.. EP-A-1 36435. De telles particules de proteine 

45 precurseur gag sont comprises dans la portee de cette invention. 

La proteine precurseur gag de HIV et les particules produites suivant cette invention sont utiles comme 
agents de diagnostic pour la detection d*une exposition k HIV. La proteine et les particules sont egalement 
utiles dans des vaccins pour la prevention de I'lnfection ou pour Tinhibltion ou la prevention d'une progression 
de la maladie. 

SO Les exemples qui suivent sont illustratifs mais non limitatifs de I'invention. Les enzymes de restric tion et 
autres agents ont ete utilises en substance en suivant les Instructions des vendeurs. 



Exemplies 

Exemple 1. Construction du Vecteur 

PRIT12982 (DT 12-16) est un vecteur qui comprend une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la region N-temilnale de la proteine pr6curseur gag. II a 6t6 pr6par6 par ligation d'un fragment Clal-Bglll de la 
60 region codant pour la protiine precurseur gag derivee d'un done g6nomlque de HIV (Shaw et al. Science 
^:1165 (1984) avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence codante N-tennlnale de la proteine 
precurseur gag. L'oligonucl6otide a la sequence : 



65 
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5* C ATG GGT GCT AGA GCT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3' 
CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol Clal 



pRIT12983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terminaJe de la 
prot^ine pr^curseur gag. II a et6 pr6par6 par ligation d*un fragment Bglll>Maelil de la region codant pour le 
pr6curseur gag d6riv6e d'un clone g^nomique de HIV avec un oligonucleotide synth6tique ayant la sequence 
codante C-terminale de la prot^ine pr^curseur gag. ^oligonucleotide a la sequence : 10 



STOP 

G HCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3' 
TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol 



15 



20 



Le fragment BamHl(Ncol)-Bg1 11 de 1305 pafres de bases (pb) a ^t6 116 au fragment Bgtll-TAA-BamHI-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUG12 qui avait ete prealablement coup6 avec BamHI et Sail, Le 
plasmrde r6sultant. identifie comme pRITISOOl contlent par consequent rentidret6 de la region codant pour la 
proteine pr6curseur gag sur une cassette BamHI (Ncol)-Bam HI. 

Un vecteur d'expression de baculovirus a et6 prepare en inserant le fragment BamHI provenant de 25 
pRITISOOl au site BamHI de pAC373. Voir Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un g6ne de polyhedrine modifi6 dans lequel un gene 
Stranger peut dtre clon6 A un site BamHI et exprime sous le controle du fort promoteur de la polyhedrine. Voir 
Summers et al., Texas Agricultural Exp. Station Bulletin NR 1555 (Mai 1987). Un derive du plasmide pAC373 
ayant une petite d616tion loin en amont du promoteur de ia polyhedrine a 6galement 6t6 utilise comme vecteur 30 
d'expression. La l^g^re modification ne s'est pas av6r6e affecter In vitro I'expression ou le developpement du 
virus recombinant L'insertion de la sequence codant pour gag dans le vecteur de Baculovirus a eu pour 
resultat le plasmide pRm3003. 

Un vecteur d'expression de cellule de mammifere a ete prepare par ligation du fragment BamHI de 
pRfTISOOl en aval du promoteur tardif de SV40 dans pSV529 (Gheysen et al.. J. Mol. Appl. Genet. 1 :384 (1982), 35 
Ce vecteur est identifie comme pRm3002. 

Un vecteur d'expression de levure a ete prepare comme suit Un fragment Ncol-Bglil a ete isole de 
pRrn2982 et insir6 dans un plasmide de levure en aval du promoteur ARG3 (voir Cabezon et al., Proc. Nati. 
Acad. ScL USA 81 :6594 (1984) pour donner naissance au vecteur pRrn2984 (DT14-20). La portion C-terminale 
de la prot6ine prScurseur gag a ete isol6e de pRIT12983 sous forme d*un fragment BglH-BamHI et a Ste insere 40 
au site Bgtll de pRrn2984 pour donner le vecteur de levure pRnri2985 (□116-26). pRIT12985 comprend done 
une sequence codant pour fenti^retS du prdcurseur gag. d^pourvue d'autres sequences de HIV, II6e de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, il comprend les fonctlons de replication provenant du 
vecteur de 2 microns de la levure et le g^ne URA3 comme marqueur de selection. 

45 

Exemple 2. Expression dans les cellules d'insectes. 

Des Baculovirus recombinants transfectes avec pRm3003 ont ete prepares en substance comme d6crtt 
par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 . Mai 1987. clt6 plus haut. 

Des cellules de Spodoptera frugiperda (s.f.) ont 6te co-transfect6es avec respectlvement 1 \ig de 
Baculovirus AC VNGM de type sauvage (ts). et 50 ng de plasmide pRm3003. Les particules de virus 50. 
r^sultantes ont 6t6 obtenues en recueiilant les surnageants. Les milieux contenant les virus ont Ste utilises 
pour infecter des cellules de S.f. dans un test sur plaque. Une Infection subs6quente de cellules de S.f. en 
utilisant les particules vlrales qui comprennent a lafois de I'ADN de AcNPV et de TADN recombin6 avec I'ADN 
encodant la prot6ine pr6curseur gag p55 a donne des cellules exprimant la protfelne gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrine. 55 

Les 'plaques clalres" (frequence 0,1 - 0,01 ^Vb) obtenues dans I'essai sur plaque ont ensuite 6t6 criblees par 
hybridation sur tiltre avec une sonde sp^cifique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient 4 la sonde gag ont et6 
enreglstr6es et ensuite purifi6es (sur plaque) (2-3 fois) avant de gendrer un stock de virus; le stock de virus a 
alors ete teste par ELISA. Des cellules de S.f. ont alors ete infectees avec ces stocks de virus contenant du 
gag recombinant & un facteur de multipliclte d'lnfection (FMl) de 1-10 et, apres 24 hres, 48hres, 3 jours et 5 60 
jours, des allquo tes de milieu conditlonne (sumageant) et/ou de cellules ont ete traitees avec du Triton XI 00 
jusqu'& concentration finale de 1 <Vo et testees. 

La proteins precurseur gag synthetisee dans les ceDutes d*insecte infectees a ete observee dans des 
"Western blots* en utilisant des anticorps polyctonaux p55 ou de I'antiserum provenant d'un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande pr§dominante k un pokls moieculaire (PM) de 54 kilodaltons (kd) a ete observee avec 65 
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tous les sera testes et avec les antisera potyclonaux de p55. Une bande a un PM de 54 kd a 6galement M 
detect6e en testant du milieu conditionn6 aprds 48 heures, 3 jours et 5 jours. Des bandes a un PM de 49 kd et 
k un PM de 47 kd (mineure) et une bande a un PM de 30 kd ont pu ^gaJement §tre detectee tors de Tanalyse 
des extraits cellulaires. Cette demidre bande avec un PM de 30 kd n'est d6tect6e qu'avec les antlcorps 
5 polyclonaux de p55 et pas avec le s6rum de personnes infect6es par le SIDA. II a ete observ6 que au moins 10 
fois plus d'"6pitopes p55" dtaient expr1m6s dans les cellules de S.f. que dans des cellules Molt infect6es avec 
HIV (Molt/HTLV-lll) et environ 80 fois plus d"6pitopes' p55 etaient presents dans le milieu condrtionne de 
cellules de S.f. infectees avec un virus k gag recombinant que dans le milieu condrtionn6 de cellules 
Molt/HTLV-lll. 

ro Dans rexperlmentation d'un second essai, rultracentrifugatlon (100.000 x g. 1 hre) des milieux condltionn6s 
(2 ml & 200 ml) de 48 heures. 3 jours et 5 jours a foumi un petit culot qui a 6t6 analyse sur gels de SDS et qui a 
6galement et6 analyst par rmmuno-transfert. Une bande a un PM de 55 kd a 6t6 reconnue avec dels anticorps 
sp^cifiques centre pi 7. p24 et p55. On n*a pu detecter que de tres faibles quantites de produit degrade a un 
PM 49-56. Sur gels telnt^s de Coomassie, on a pu voir une bande a 55 kd qui etait pure a 20-80 o/o. Cette bande 

15 correspondait k celle observ6e sur r'immunobk>t' et 6tait reconnue par des anticorps anti polypeptides p17, 
p24 et p55. 

Dans Texperimentatlon d*un troisieme essai, la centrifugation ( 1ml) des milieux conditionnes de 48 
heures, 3 jours et 5 jours, dans une microfuge k 12000 tpm pendant 5 d 20 minutes, a produit une bande sur 
gels de SDS k un PM de 55 kd qui etait caracteristique pour le pr^curseur gag p55 de HIV comme r6v6l6 par 
20 des anticorps contre les polypeptides p17, p24 et p55 par comparaison avec la bande d 55 kd du lysat cellulaire 
de HIV (Molt/HTLV-lll). 

Dans I'experimentatlon d'un quatridme essai. des milieux condrtionn6s de 3 jours et de 5 jours (160 ml a 1 
litre, contenant 1 ^ig/ml d*aprotlnine qui avait 6t6 ajoutee 24 heures aprSs Infection et 6galement au moment 
de la recolte) ont ete traites d'abord par addition de Tween 20 jusqu'ii une concentration finale de 0,01 o/o. On y 

2S a alors ajout6 une solution de poly6thyl6ne glycol, PM 6 kd, (PEG6000) (40<Wo p/v dans NaCI 2M) jusqu'd 
concentration finale delO o/o ou 5 <Vb. Apr^s 4 heures k 0"* C. de pr6f6rence. apres une nuit k 4^ 0, ce predplt^ 
a 6t6 centrifuge k 5000 tpm pendant 10 minutes k 4"" C. Les granules de PEG ont alors 6t6 repris dans 200 pJ 
Jusqu'il 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Row Laboratories, 18-102-54) contenant 0,1 <yo de Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 Q/b - 60 <Vb dans du tampon HBS, 0,1 <Vb de Tween 20 a 4'' C 

30 contenant 10 (il d'aprotinlne, Sigma Chemical Co.. St. Louis. Missouri. USA) pendant environ 35minutes k 
60.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman Instalments, Fullerton. California. USA) ^ 4° C ou 
pendant 18 heures environ & 25000 tpm dans un rotor Beckman SW41 a 4° C. On a recueilli des frac tions de, 
respectivement. 0^2. k 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 o/o de saccharose; ces fractions ont 6t6 congeI6es a 
-20° C et testees soit avec une prise d'antigene spectfique pour test EUSA comme de Tantiserum blotinyle 

35 -24/lg SIDA ou antiserum SID/i/lg de noyau de POD (HIV-1 anticore EIA. Abbott Laboratories). Un pic OD 
ELISA a 6t6 d6tect6. montrant que, sur gradients de saccharose, la prot6ine gag p55 migrait sous forme de 
partlcules ou de "structures agglomerees". Les fraction des pics et les fractions voisines ont ete 
immunotransf6rees et revelees avec des anticorps p17. p24 ou p55. Une bande principals a PM de 55 kd dans 
les gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondant k la proteine precurseur gag p55 par comparaison 

40 avec un extrait de cellules Molt.HILV-lll prepar6es, en substance, comme decrit plus haut 

Dans rexp6rimentation d'un cinquldme essai, un preclplte obtenu avec 5 o/o de PEG6000 a ete pr6pare. en 
substance, comme decrit pour I*experimentation d'un quatrieme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
S.f. qui avait et6 co-infectee avec le Baculo\rtrus recombinant contenant le precurseur gag et avec un 
Bacuiovirus qui exprimait la proteine de manteau de HIV a un FMI de 3 ^ 5. Les granule de PEG6000 ont ete 

45 repris dans 200 jil de tampon HBS contenant 0,1 o/o de Tween 20, Apres centrifugation k 15000 x g pendant 1 
min.. le surnageant a 6te m6Iang6 a 1 1 .5 ml d'une solution de CsC1 1 .5 M (0,3 volume de tampon HBS, lOmM de 
Tris-HCI (pH 8.0). de tetraacetate d*6thyienediamine (EDTA) 1 mM, de Tween 20 a 0.1 ^Vto et 10 ^g/ml 
d'aprotinlne. Cette suspension a 6t6 centrifugSe dans un rotor Beckman 50Ti pendant environ 72 hres a 44.000 
tpm k ^B'*. Des fractions de 300 pi chacune ont kxk recuelliles, congelSes k -20'' C testees avec une prise 

$0 d^antigine sp6cifique pour test EUSA (HIV anti core EIA). Des bandes k des densitSs d'environ 1.28 et 1.20 
g/cm^ ont kX% notSes, la partlcule ressemblant au *core* ayant apparemment une densitd de 1J28 g/cm^. 

La microscopie ilectronlque a confirme la presence de particules ressemblant au "pre-core" (et core) dans 
le milieu conditk)nn6. La microscopie 6lectronique a balayage a r6veie des particules qui, apparemment, 
bourgeonnafent k la surface des cellules. La microscopie electronique par transmission immuno-or a rev6I6 

SS des particules qui etaient reconnues par les anticorps p24 et p55. De m§me. les epitopes pi 7, p24 et p55 
etaient reconnues par marquage "immuno-or" apres un court traitement de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparatfons pour microscopie electronique. Les particules etaient approximativement 
spheriques avec un diametre d'environ 100-150 nm. Les partteules manifestent des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paraissent avoir la majorite des 

60 epitopes p17, p24 et p55 a ia surface Interne des particules. 

C'est pourquoi cet exemple demontre Texpression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au "pre-core" (et ressemblant au "core") de HIV comprenant la proteine precurseur 
gag du virus de I'immunite deficitaire. Les particules comprennent de manidre pr6pond6rante (plus de 900/3 du 
contenu proteinique total) I'entierete de la proteine precurseur gag et sent f ormees en absence de sequences 

65 d*ADN d'origine virale autres que la sequence du precurseur gag et, des lors. en absence tfautres fonctions 
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virales oomme la protease et la transctiptase inverse du retrovirus. 

Pour dfemontrer que la proteine prScurseur gag de HIV produite dans des cellules de S.f. est efflcacement 
myristyl6e. 3 x 10^ cellules dans un flaoon F de 25 cm^ ont 6t6 marquees & 48 heures post Infection avec 500 
^Cl d'acide myristique NET-830 (Dupont. Wilmington, Delaware. USA) pendant 18 heures apr§s avoir St6 
Infectees avec des bacuiovirus contenant gag p55 a un facteur de multiplicity d'infection (FMI) de 5. 5 
Subs6quemment le milieu conditionne et les cellules ont 6t6 trait^s s6par§ment pour effectuer un "Western 
blot' et une radioautographie sur gel de SDS. Le milieu conditionn6 montrait une bande principale ^ 55 kd qui a 
6gaJement et6 reconnue comme pr6curseur gag dans les "western blots' comme Tont revele des anticorps 
centre p17, p24 et p55. Deux autres bandes marquees moins importantes ont 6te detect6es a des PM de 
49-46-47 kd et ont 6t6 reconnues sp6clfiquement par le meme groupe d'anticorps (p17, p24, p55) dans le 10 
"western btot". Des lysats cellulaires prepares dans du Triton XlOO a 1 Vo et congeles ^ -20° C ont montre 
respecttyement par radioautographie du gel de Laemll ^ 12,5 <Vb et "western blot' une bande a 55 kd (et une 
bande mlneure a 58 kd qui, apparemment. conrespondait a un changement du phase de traduction, comme 
d^crit pour le genome gag du virus rStrovirai HIV-1 et des bandes plus marques a des PM 49-47-46 et des 
produits de degradation ^ des PM de 30-27 kd et ces dernidres bandes n*6taient pas radkiactives (ne 15 
contenant pas d'acide myristique). 

Example 3. Expression dans les cellules de mammiferes 

Le plasmkie pRIT13002 a 6t6 introdutt. pour la technique de co-pr6cipitation au phosphate de calcium 
(Wigler et al., Cell 16 :777 (1979), dans des cellules CosI et CV1. A 48 hres et 110 hres aprSs infection, les 20 
cellules et le milieu de culture ont et§ testes en utilisant un EUSA spectflque pour Texpression de Tantiggne 
gag. Des extiaits cellulaires (10^ celfules) ont 6t6 ajustes a une concentration de 1 Qi^ en Tri ton X100 ou 0.5 0/6 
DOC-NP40. L'antigdne p55 a St6 d6tect6 par EUSA, impliquant des anticorps potyclonaux et monoclonaux 
centre p17. p24 ou p55 ou en utilisant le test RIA de Dupont (NEK-040) impliquant une competition avec le 
peptide p24 purff16. Les niveaux d'expression obtenus Staient entre 4 et 10 ng/ml comme le montre le test RIA 25 
de Dupont de p24. 

Example 4. Expression dans des cellules de levure 

Le plasmide pRIT12985 a et§ introduit dans la souche 02276b (ura3" durO^ rod") de S, cerevisiae . Les 
antigdnes p55 ont ^td d^tectSs dans des extrafts de (evure (cellules en phase log-moyenne, brisees en 30 
utilisant des billes de verre ou de la zymolyase. Le pr^curseur gagp55 a ^te detecte en utilisant les tests EUSA 
impliquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre le peptide p24 ou en utilisant le test radioimmun 
(RIA) de Dupont impliquant une competition avec te peptide p24 purifi^. 

l_a proteine p55 synthetisee dans S. cerevisiae a 6te observ6e dans des "Western blots" en utilisant des 
anticorps monoclonaux specifiques pour pi 7 ou p24 et eile avait un poids mol6culajre similaire a celui de 35 
I'antigdne p55 obtenu de cellules infect6es par HIV. 

Lorsque des extraits cellulaires ont ete obtenus en absence de detergents, une fraction importante de 
I'antigdne dtait retenu dans le cutot apres centrifugation. Cette fraction d'antigene a ete largement recuperee 
en utilisant du Triton X100. L*utilisation de detergents pendant ou apr§s extraction augmentait I'antigenicite 
comme Tont montr6 les RIA. Par marquage avec de I'acide myristique tritie. le precurseur gag produtt dans la 40 
levure s'est rev616 mynstyld et. apparemment. II etait assode avec la membrane plasmatique de la cellule, 
comme le montre Tobservation de coupes de levures au le microscope dlectronique (immuno^r). 

Les Examples ci-dessus demontrent Texpnesslon de la proteine precurseur gag dans une culture de 
cellules eucaryotes et la formatton de partteules ressemblant au 'pre-core' du virus de I'lmmunite deticitaire k 
la surface des cellules de Lepidoptdres en utilisant un systeme d'expression Bacuk>virus. La proteine et/ou les 45 
particules ainsi preparees et purifiees et mises en fonmulation de vaccin pour administration parenteral a des 
humains en danger d'exposition & HIV. en vue de proteger les vaccines de Tapparition de symptdmes de 
maladie associee k une Infection par HIV. Chaque dose de vaccin comprend une quantite de proteine ou de 
particules qui est sans danger, c^ qui ne cause pas d'effets secondalres significatifs mals qui est efficace 
pour nnduction d'une r6ponse immunitaire. Par exemple. chaque dose comprend de 1 ^ 1000 \ig, de 50 
preference 10 k 500 ^ig. de proteine precurseur gag ou de particuies dans un support pharmaceutiquement 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponnee a un pH d'environ 5 a 9, de preference de pH 6 ^ 8. Le 
vaccin peut egalement comprendre un adjuvant, p.ex. de fhydroxyde d'aJuminium. un muramyl dipeptide ou 
une saponine comme le Quii A. Parmi les tampons utiles, ii y a les tampons derives de cations sodium ou 
ammonium et les anions acetate, citrate, phosphate ou glutamate. Pour ajuster risotonlcite ou pour stabiliser 55 
la formulation, on peut utiiiser d*autres supports ou diluants phamiaceutlquement acceptables, p.ex. du 
chlorure de sodium, du glucose, du mannitol, de Talbumine ou du polyethylene glycol. Le vaccin peut etre 
lyophillse pour la commodite du stockage et de la manipulation. On tel vaccin est reconstitue avant 
administration. Altemativement. la proteine gag ou la parttcule peut dtre formuiee en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaccin exemplative comprend 100 (ig de particules gag adsorbees sur . 60 
hydroxyde d'aluminium dans de Teau tamponnee & pH 7 avec de Tacetate de sodium. 

Dans une forme alternative de rinvention, la proteine ou particule gag est meiangee k un ou plusleurs autres 
antigenes par co-expression dans la m%me culture cellulaire ou par co-formulation. De tels autres antigdnes 
peuvent etre d'autres antigdnes de HIV, p.ex. des antigdnes derives de la proteine d'envek)ppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent §tre des antigdnes derives d'un ou plusleurs autres organlsmes. cellules ou virus 65 
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pathogenes, comme TantigSne de surface de Thepatite B, pour conferer une protection contre le virus de 
I'hepatite B ou des antigdnes derives de la giycoprot6ine du virus de I'Herpes pour conf6rer une protection 
contre le virus de I'Herpes. 
De preferenoe. le vaccin est admlnlstr6 par vole parent6rale, p.ex. Intramusculaire (im) ou souscutanee (sc) 
5 bien que d'autres voles d'administration pulssent etre utiles pour 6riciter une r6ponse protective. Le vaccin est 
administr6 en dose unique ou doses multiples, p.ex. 2 A 4. L'inrimunoprotectlon peut §tre constat6e en testant 
les taux d'anticorps sSriques anti-gag. Ensulte, les vaccinas peuvent dtre vaccin6s sulvant la ndcessit6, p.ex. 
annuetlement. 

Comme r^actif de diagnostic, la prot6ine ou les particules gag peuvent etre utilis6es dans tout test de 
10 diagnostic standard, comme un EUSA ou RIA. pour d6tecter la presence d'anticorps anti-HIV dans des 
6chantillons cllnlques. Un tel diagnostic peut dtre utilis6 conjointement avec d'autres antigdnes de HIV pour 
contrdler la progression de la maladie. L'utilisation de la prot6lne ou particule gag comme agent de diagnostic 
Impllquera g6n6ralement la mise en contact d'un echantillon de s6rum humain ou d*un animal ou d'un autre 
flulde du corps avec la prot6ine ou la particule. de preference liee ou autrement fix6e ou englobee et ensulte le 
75 test de fixation d'anticorps anti-gag du s6rum ou autre echantillon contre la prot6ine ou les particules gag. Un 
tel test peut etre realist par techniques standard, y compris en quantifiant la fixation d'anticorps anti-gag 
marques subs6quemment ajout6s. 

La description et les exemples ci-dessus decrivent completement I'invention et ses formes preferees de 
r6aJisation, L'invention n'est cependant pas limitee aux formes de realisation specifiquement d6crites ici mais, 
20 plutot. comme toutes ses ameliorations, variations et modifications qui tombent dans la port6e des 
revendicatlons qui suivent. 

Exemple 5. Construction et Expression d'un Gene Pr55 gag mut6 
Afin d'examiner le role potentiel de la N-myrlstylation dans I'assemblage et la fomiatlon de particules GAG 

25 extracelluiaires. on a constrult un mutant presentant une d6l6tlon du codon glycine (position 2). Dans ce but, 
on a substitu6 un linker oligonucleotidique syn3 synthetique au fragment BamHI-Claf dans pRm2982 (voir 
Exemple 1 ) . SynS encode les acides amines N-tenninaux d'origine de la prot6ine GAG sauf en ce qui conceme 
le second codon glycine qui est supprim6. Cette cassette d'expression du mutant Pr558^ a 6td sous-clon6e 
au site BamHI du vecteur d'expresslon baculo pAcYMI et on a obtenu des plaques recomblnantes qui ont 6te 

30 selectidnntes essentlellement comme decrit dans I'Exemple 1. Le virus recombinant AcGag 31-18 qui 
contient la mutation (d6l6tlon du codon glycine) du gene gag a 6t6 utilisd pour infecter des cellules Si. La 
prot6ine pr6curseur GAG a 6t6 synth6tls6e de manl6re efficace (test EUSA), Un marquage metabolique avec 
de I'acide ^H-myristlque. essentlellement comme d6crlt dans TExemple 2 n'a revele aucune incorporation, ce 
qui confirme que la suppression de la glycine N-temilnale est suffisante pour abroger la myristylation de la 

35 prot6ine pr6curseur GAG. L'analyse des extralts cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montre une 
bande prSdominante de 55 kd et des produits de degradation de poids mol6culaires inferieurs. Les esp^ces 
proteiques r6v6l6es par Western blot sont les memes que dans le cas de la prot6ine PtS5^^ de type sauvage 
exprim6e dans les cellules S.f. Cependant, jusqu'au jour 2 post-infection, la proteine mutee (deletion de la 
glycine) n'a pu etre ddtectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par ultracentrifugatlon. 

40 contrairement ^ ce qui avait 6t6 observe avec PrSSs^s myristylee. La prot6ine Pr55^^^ mut6e a done ete 
d6tectee seulemcnt dans les cellules infect6es. Le processus de myristylation semble done requis pour la 
liberation extracellulaire du prodult Pr659^. La microscopie electronique par balayage a revele que la surface 
de la cellule etait assez lisse et ne montrait pas de particules. La microscopie Electronique par transmission, 
sur coupes minces immunod6cor6es des cellules infect6es avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) 

45 (24. 48 et 66 heures p.i.) a r6vel6 que la prot6ine GAG nonmyristyl6e 6tait exprim6e de manidre efficace. qu'elle 
se dispersait dans le cytoplasme et dans le noyau. Des particules intracellulaires ou structures particulaires 
morphologiquement diff^rentes des particules extracelluiaires obtenues avec le recombinant gag myristytS 
(AcGagT) ont 6te observees. Elles montrent une double structure annulaire opaque aux Electrons et ne 
contiennent pas de double couche lipldique derlvee de la membrane cellulaire. A la membrane cellulaire on n'a 

SO pas observe de proteine GAG et oh n'a observe aucune structure bourgeonnante. 

Ces resultats demontrent que la myristylation des pr6curseurs GAG semble requise pour leur locafisatton k 
la membrane pkismatique. pour le bourgeonnement et pour la lib6ratioh de particules extracelluiaires. La 
myristylation ne paralt cependant pas requise pour I'assemblage multim6rique en particules Pr553^. 
^accumulation de PrSSo^ non-myristyle dans le noyau (et les nucleoles) est un ph§nomene assez surprenant 

55 Dans plusleurs prot^lnes on a Identifie des sequences signal specifiques (signaux karyophlliques). Dans la 
sequence des acides amines GAG on a trouv6 deux sequences putatives de ce genre. Une sequence 
karyophilique (celle qui est la plus N-terminale) est fortement conserv6e entre HlV-1. HIV-2 et SIV. Ces 
sequences pourralent 6tre des signaux karyophiiiques fonctionnels ou accessibles seulement en absence 
d'acide myristique. 

60 La migration nucl6aire des produits GAG non-myristyles poun-ait jouer un rdle dans la morphogenese. p.ex. 
pour I'encapsldation de TARN g^nomique. Une fonctlon dans I'infectlon naturelle par HIV est egalement 
envisageable. 11 faudralt pour cela que les virions infectieux contiennent au moins une molecule GAG non 
myristil6e. II se pourrait 6galement que lorsque le virion infecte une cellule, et qu'il ait 6t6 d6banrass6 de son 
manteau. 11 y ait demyristylation et transport vers le noyau de complexes GAG-RNA/DNA (pour formation du 

65 provirus int^rS dans les chromosomes). 
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Exemple 6. Construction et expression d'une prot6ine precurseur PrSS^^^ tronqu6e 
Pour examiner le role de p16 (C-tenninus) de la proteine precurseur GAG et HIV on construtt un gene 

tronque qui encode seulement la partie precurseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHI-Cfrl de GAG de pRm3003 a 6te purifi6 et H§ k la sequence oligonucl^otidique 5 

synth^tique 

5* GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3* 

3' TA TTC CGT TCT CAA AAT CAA TCA ATC CTA G 5* 10 

Le fragment r6sultant a et§ purifie sur gel et clone au site BamHI de pAcYMl. Cette sequence linker contient 
Tacide amin6 Oterminat de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et ai.) et deux acides amines suppi^mentaires (valine 
et s6rine). Le plasmide recombinant pAc Cfr 1 (p17-p24) a ete utilise pour co-transfecter des cellules S.f. avec 15 
de I'ADN wt de AcMNPV. essentiellement comme decrit plus haut (voir Exemple 1). Les plaques 
recombinantes ont 6td cribl6es comme decrit dans I'Exemple 1. 

Un virus Ac Cfrl recombinant a 6te utilis6 pour infecter des cellules S.f. Un polypeptide GAG tronqu6 a 6t6 
d6tect6 au poids moieculaire attendu de 41 Kd : il reagissait (Western blot) avec les monoclonaux p17 et 24. Le 
produit p17-24 etart. de manldre pr6domlnante, exprim^ k rinterieur des cellules mals on a pu d6fecter une 20 
petite quantity de produit p17-24 extraceilutaire lors de I'analyse du milieu conditionn6. Une precipitation au 
PEG et une ultracentrifugation du milieu de culture des cellules Infect^s par AcCfrt n'a pas permis de 
d6tecter de proteine p17-24. L'analyse au microscope 61ectronique n'a montr6 aucune 6vidence de 
bourgeonnement ou de particules GAG extraceilulalres. De grandes protuberances de 1-4 ^m de longueur en 
forme de structures tubulalres connect6es longitudlnalement k la surface de la membrane cellulaire ont pu 25 
dtre detect6es au d^tnit de I'lnfectlon. Un marquage immuno-or a montre que la protdlne (3AG (p17-24) 
tronquSe etait localisee a la membrane cellulaire et k la p6riph6rie de ces extensions tubulaires mais on n*a pas 
pu detecter de structures "annulalres" opaques aux electrons, typiques de la partfcule PrSS^o. Ces resultats 
suggerent qu'au moins une partie du polypeptide pi 6 est necessaire pour {'assemblage correct de la particule. 

Le motif "2n finger(?)" est peut-^tre essentiel pour Tassemblage correct de mol6cules Pr55^ en particules 30 
bourgeonnantes. Un mutant de la cassette Cfrl (p17-p24 non myrystyle) comportant une d6l6tion du codon 
glycine (position 2) a 6t6 constrult en 6changeant le fragment EcoRV-PstI de 669 pb de la cassette codant 
pour Pr55«*3 non-myristyl6 (de pAcGag 31-38) avec le long fragment EcoRV-PstI de ± 9400 pb de pAc Cfrl. 

La protSine p17p24 non myristylee est efficacement produite mais ne donne pas lieu k la formation de 
protuberances membranaires. L'Immunodecoration des coupes de cellules montre qu'elle est diss^min^e k 35 
rinterieur de celles-cl. 

Exemple 7. Construction et expression d'un gdne gagpol et maturation des polypeptides prodults 

Pour exprimer les produits GAG-POL, on a introduit la plus grande partie (± 80 Vo) du gene pol dans ie 
vecteur de transfert de baculovlrus portant la cassette d'expression de PrSS^^^ (pRIT13003). Le fragment 40 
d'ADN portant le gene pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-£coRI (4681). Un 
fragment d*ADN synthetlque (poly-stop) 

5* AAT TCC TAA CTA ACT AAG 3' 

45 

3»GGA TTG AT TGA TTC CTA G 5' 

a ete ajoute au site EcoRI. 

Le plasmide de transfert de baculovlrus resultant. LE-8-4, a ete employe dans une experience de 
cotransfectlon pour generer des plaques recombinantes, essentiellement comme decrit dans I'Exemple 1. SO 

Avec cette construction recombinante, on s'attend a la production de pr55«*fl aussi bien que du produit 
GAG-POL resultant du changement de phase de lecture HIV specifique. lesquels seront ensuite matures par la 
protease (voir Kramer et al., 1985). 

Dans le milieu de culture des cellules S.f. infectees par un tel virus recombinant vAcGag8-5 on n*a detecte 
aucun produit gag ou gag-pol lorsque le milieu conditionne a ete analyse par Western blot ou apris 65 
precipitation au PEG. 

Cependant, les extralts cellulaires montraient une forte bande double k 24 Kd et une bande k 17 Kd qui 
reagissait avec des anticorps monoclonaux de p24 et pi 7 (Western blot). De trds petites quantites de la bande 
de precurseur PrSS^^o et des bandes intermediaires de 41 kd (46 kd) ont egalement pu etre detectees 
(Western blot). Ceci indique que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que le 60 
changement de phase de traductk)n HlV-specifique est fonctionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des intermediaires (41 kd. 46-49 kd, 55 kd) ont ete detectes. Le grand precurseur GAG-POL n*a pas 
ete detecte avec nos anticorps p55 ou p17, p24 (II est probabiement tres peu abondant). 

La microscople eiectronique a montre, a de rares occastons, quelques particules bourgeonnant au niveau 
de la membrane cellulaire. Ces particules paralssaient etre morphologlquement similatres aux particules 65 
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Pr553^9 d^ciites plus haut. Des experiences de co-infection avec des virus recombinants portant 
respectivement les gdnes gag et gag-pol n*ont pas amen6 la detection de particules a structure de noyau 
(p24) plus condensee. typique de la particule rfetrovtrale (de HIV) mature. 

5 Exemple 8. Construction et expression du gene de PrST^gag de SIV dans les cellules S«f. 

Le gene gag du virus de Timmunite deficitaire de singe (SIV) a 6te sous-clon6 de SIVmairBK28 (re^u de J. 
Muliins). Un fragment Kpni de 3504 pb du g6nome de pBK28 (nucleotides 1212 &4716) a 6te sous-clon§ dans 
pUCB. Deux fragments internes du gdne gag, le fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3' PstI 
(1959) -HphI (2803) ont 6t6 purifi6s et tes finkers oligonucl§otldiques linker 1 

GAT CC ACC ATG GGC et linker 3 

G TGG TAG CCG 
TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC 

15 

AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC 

ont ete lies a des fragments gag adequats pour reconstituer rentidrete du g6ne pr^curseur gag. Dans une 
experimentation separee, un linker 

20 2 GATCC ACC ATG GCC 
G TGG TAC CGG 

a ete utilise pour introduire une mutation dans le second codon GGC (Gly) — ► GCC (Ala). Les differentes 

25 constructions ont ete donees dans des vecteurs et vdrifiees par sequen<page. Le fragment 5' terminal 
(BamHI-PstI) et le fragment 3' (Pstl-Bglll) ont 6te Isolds et clones dans le vecteur de transfer! de baculovirus 
PACYMI digere avec BamHI et traite k la phosphatase alcaline. Le plasmide pAC gag Myr+ contient le g^ne de 
gag SIV natif et le pAC gag Myr contient le gene mut6 (Gly— ^ Ala). Des cellules S.f ; ont et6 transfectees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 jig) et des plasmides de transfert recombinants respectifs (50 jig), 

30 essentiellement comme ddcrit dans I'ExempIe 1 . Les plaques recomblnantes ont ete cribiees et seiectionnees 
comme decrit dans TExempte 1. 

Le polypeptide pr6curseur gag PxST^^ de SIV a ete synfhetise avec succes dans des cellules d'Insecte 
infectees (observe par Western blot) en utilisant de Pantiserum de lapin centre SIV (virus SIV-6K28 purifie avec 
un gradient de metrizamlde) ou un monoclonal dirlge contre I'extremite OOOH du polypeptide p24 de HIV. 
iequei s'avdre egaiement reconnailre la proteine de core de SIV). 

Dans une seconde experience, il a ete demontr6 que la proteine Pr65»*« de SIV produite dans des cellules 
S.f. etalt efficacement myristyiee. par analyse sur SDS-PAGE et par radioautographie. Par contre, dans le cas 
de ia proteine mutee (glycine — »- alanine), aucune myristylation n'a pu etre detectee. 
Comme dans le cas de ia proteine Pr559^ de HIV. on a egaiement observe la formation et la liberation de 

40 particules dans le milieu conditionn6 lors de Tanalyse des cultures Infectees [par ultracentrifugation, gradient 
de saccharose et microscopic (TEM et SEM)]. On a observe des particules gag Prbl^^ de SIV similaires a 
celles obtenues par I'expression de PrSS^^s de HIV dans des cellules S.f. Les particules gag extracellulaire 
ferment des structures qui croissent au niveau de la membrane cellulaire, qui s'assemblent en 
bourgeonnements typiques, qui ressemblent fortement aux particules bourgeonnantes du virus non mature. 

45 Les particules PrS/o^s de SIV comme les particules Pr55s^9 de HIV avaient environ 100-120 nm de diamdtre et 
montralent un centre transparent aux electrons entoure d'un anneau fence et epais et une double couche 
lipidique exterieure. Des experimentations realisees avec le mutant (Gly Ala) non myristyle de SIV ont 
confirme les observations faltes avec le mutant Pr55s*9 non myristyie de HIV, k savoir que la N-myristylation est 
essentielle pour le bourgeonnement et la formation de particules extracellulaires. La difference entre ta 

SO proteine precurseur GAG de HIV et de SIV est que cette derniere forme egaiement des particules 
Intracellulaires et une structure particulaire lors de I'expression de la proteine GAG myristyiee. Ceci peut etre 
explique comme suit : le taux d'expression est environ 3 fois plus eieve que le taux d*expression de gag de HIV 
et n se peut que toutes les molecules PrST^ de SIV ne soient pas myris^ees. On a pu deceler egaiement plus 
de produits de degradation, speclalement une bande proteinlque p27 myristyiee. 

SS U est possible que les structures cellulalres d'envlron 40 nm de diametre et parfois jusqu'^ 1 ^ de 
long - qui sent observees e un stade avance ces infections - soient composees au moins en partie de ces 
produits de degradatton de gag. Ced pourralt ressembler i I'assemblage du noyau (7) de p24 en structures 
tubulaires observees dans de rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egaiement observe (C. 
Debouck, comm. personn.) des structures tubulaires contenant la proteine p24 lorsque la proteine de noyau 

€0 p24 de HIV-1 est exprimee dans E. coli. Une partie des particules intracellulaires observees avec le 
recombinant du precurseur de gag de SIV natif prend forme pres de la membrane cellulaire oCi elles paralssent 
se differencier en particules ressemblant au virus et bourgeonnant comme decrit plus haut. Ce processus 
rappelie ta maturation virale de retrovirus du type D qui Implique des particules Intracellulaires intermedlaires 
de type A. 

65 
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Revendications 



1. Mot^cuie d*ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour Tentierete de la 5 
prot6ine pr^curseur gag du virus de I'immunite deficitaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se pr^sentant naturellement en 5' et en 3', Il6e de mani^re op^ratoire k un 6I6ment de 
r6gutation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 

2. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatton 1 dans laquelle TSIement de regulation est un 
Element qui fonctionne dans les cellules de levure. d'insecte ou de mammif^re et la proteine precurseur 10 
gag est la prot6ine precurseur gag de IHIV. 

3. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle r6l6ment de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

4. Molecule d*ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle I'eiement de regulation comprend le 
promoteur du gene de polyhedrine. /5 

5. Baculovirus recombinant comprenant ia molecule d'ADN recombinant de la revendication 2. 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 

7. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Lepidoptere. 

8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda . 

9. Molecule d'ADN recombinant de ia revendication 2 dans laquelle reiement de regulation est un 20 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophlle. 

10. Cellule de Drosophlle transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de ia revendicatton 2 dans laquelle la region de regulation^ est une 
region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. 

1 2. Virus de la vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 25 

1 3. Cellule de mammifdre comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

14. Cellule de mammifdre infectee avec le virus recombinant de la vaccine de ia revendication 12. 

15. Cellule de mammltere de la revendication 13 qui est chioisie dans le groupe comprenant les cellules 
CHO, les cellules COS-7. les cellules N1H-3T3, les cellules CV1, les cellules de myelome de la souris et du 

rat. les cellules HAK. les cellules Vero. les cellules Heta, les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 30 
de hdmatosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

17. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle i'eiement de regulation comprend 

le promoteur CUP1 . TDH3. PGK, ADH. PH05 ou ARG3. 3S 

1 8. Cellule de levure recombinante comprenant ia molecule d'ADN recombinant de la revendicatioil 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de ia revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
d'une particule qui est Immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 

de i'immunite deficitaire, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour i'entierete ou 40 
une portion de la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deficitaire ou pour une proteine hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag de I'immunite deficitaire, liee de maniere 
operatoire k un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expression et la formation d'une 
particule constituee de maniere preponderante de protelnes precurseur gag de HIV, laquelle proteine 46 
code pour I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de I'immunite deficitaire liee de maniere operatoire k une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepidopteres. 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 50 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctions de HIV. 

24. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle I'eiement de 
regulation comprend le promoteur du gene de ia polyhedrine. 

25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatton 24. 55 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec !e Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera frugiperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 1 3 ou 1 8. 

31 . Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 27. go 

32. Particule formee de proteines precurseur gag isoiees d'un milieu conditlonne au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Particule formee de proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 
27. 

34. Particule Immunogene formee de proteines precurseur gag produlte par des cellules d'eucaryotes 65 
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recombinantes, laquelie particule est immunologiquement simiiaire aux particules gag du virus de 
i'immunft6 d6ficitaire authentique. 

35. Particule immunogene de la revendlcation 34 qui comprend de manlere predominante les proteines 
precurseur gag de HIV qui sont reconnuee par des anticorps anti-p16, antl-p24 et antl-p17 et qui est 

. 5 depourvue des fonctions virales requises pour la maturation et la replication du virus. 

36. Vaccin comprenant la prot6lne precurseur gag produite par des cellules d'encaryote recombinantes, 

37. Vaccin comprenant des particules formees de proteines precurseur gag produites par des cellules 
d'eucaryote recombinantes. 

38. Methode pour recuellllr des donnees utiles dans le diagnostic de Texposition d'un animal ^ un virus 
10 de I'immunlte deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d*un echantillon de serum ou d'un autre 

fiuide corporel de I'anlmal avec une prot6ine precurseur gag de la revendication 29, 30, 31 ou 32. 

39. M6thode pour recueillir des donnees utiles dans le diagnostic de Texposition d'un animal d un virus 
de rimmunite deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un 6chantiIlon de s6rum ou d'autre 
fluide corporel de I'animal avec la particule immunogene de la revendication 34 ou 35. 

IS 40. Proteine precurseur gag suivant Tune quelconque des revendlcations 29. 30, 31 et 32 pour une 

utilisation comme agent vaccinal. 

41. protdine pr§curseur gag suivant I'une quelconque des revendlcations 29, 30, 31 et 32 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour confirer k des humalns une protection centre une infection par 
HIV. 

20 42. Prot6ine precurseur gag suivant Tune quelconque des revendlcations 29, 30, 31 et 32 pour une 

utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour conf Srer k des humains une protection contre une infection 
par HIV. 

43. Particule immunogdne de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal. 

44. Particule immunogene de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
25 conferer a des liumalns une protection contre une infection par HIV. 

45. Particule Immunogene de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation dans la fabrication d'un 
vaccin pour conf6rer & des humains une protection contre une infection par HiV. 

Revendlcations pour les Etats contractants suhrants: ES, GR 

30 

1. IWolecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I*entieret6 de la 

proteine precurseur gag du virus de Timmunite deficitaire et qui est depourvue des sequences 

flanquantes se presentant naturellement en 5' et en 3', Ii6e de manidre operatoire e un ei6ment de 

regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 
35 2. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelie I'element de regulation est un 

element qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur 

gag est la proteine precurseur gag de HIV. 
3. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelie reiement de regulation est un 

element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 
40 4. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelie reiement de regulation comprend le 

promoteur du gene de polyhedrine. 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 
/..Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de LepidoptSre. 

45 8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda. 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelie reiement de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

1 1 . Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelie la region de regulation est une 
50 region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. 

12. Virus de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. 

14. Cellule de mammifdre Infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammifere de la revendication 13 qui est cholsle dans le groupe comprenant les cellules . 
55 CHO, les cellules COS-7. les cellules N1H-3T3. les cellules CV1 . les cellules de myeiome de la souiis et du 

rat. les cellules HAK. les ceUules Vero, les cellules Hela. les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 
de hematosarcome du poulet 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelie la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

€0 17. Molecule d*AON recombinant de la revendication 16 dans laquelie reiement de regulation comprend 

le promoteur CUP1 . TDH3, PGK, ADH. PH05 ou ARG3. 

18. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

1 9. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour rexpression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
65 d'une particule qui est Immunologiquement simiiaire aux particules gag authentiques immatures du virus 
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de l*innmunit§ deficitaire« laquelle molecule comprend une sequence d*ADN qui code pour I'entieretS ou 
une portion de la prot^lne pr§curseur gag du vims de rimmunlte deficltaire ou pour une proteinQ hybride 
ayant I'enti6ret6 ou une portion d'une proteine pr6curseur gag de i*immunit6 d^flcitaire. iiee de manl^re 
opSratoire i un ^I6ment de regulation qui fonctionne dans des cellules de L§pidopteres. 

21 . Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20. pour Texpresslon et la formation d'une particule 5 
constitute de manlSre pr6ponderante de proteines prtcurseur gag de HIV, laquelle proteine code pour 
renti6ret6 de la prot6lne pr6curseur gag de HIV el d6pourvue d'autres fonctlons de HIV. 

22. Mol6cu1e d*ADN recombinant comprenant une sequence oodant pour une proteine precurseur gag 
du virus de Timmunite dSficttaire \\6e de manidre opSratoire k une r^ion de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Ltpidopteres. io 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctions de HIV. 

24. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle reiement de 
regulation comprend le promoteur du gene de la polyhedrine. 

• 25. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. is 

26. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 24. 

27. Cellule de lepidoptere infectee avec le Baculovlrus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera fnjgiperda infect6e par le Baculovlrus recombinant de la revendication 26. 

29. Methode pour preparer un vaccin pour proteger un humain centre une maladie causee par une 
Infection par HIV qui comprend la culture de cellules eucaryotes recomblnantes qui ont ete transformees 20 
avec une molecule d*AON recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 
proteine precurseur gag de HIV et qui est depounaie des sequences fianquantes 5' et 3' qui se 
presentent naturellement (lees de manidre operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans les 
cellules eucaryotes; Tisolement des particules de proteine precurseur gag ainsi produftes et Tassociation 

des particules de proteine precurseur gag isolees ^ un support pharmaceutlquement acceptable. 25 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de Tune quelconque des revendlcatlons 6. 
1 3 ou 1 8 pour une utilisation comma agent vaccinal. 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 ou 18 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a des humains une protection centre une infection par 

HIV. 30 

32. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6. 13 c^u 18, pour une 
utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour conferer a des humains une protection contre une Infection 
par HIV. 

33. Particules gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recomblnantes, laquelle particule est Immunologiquement simllalre aux particules gag du 35 
virus de Timmunite deficitaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal. 

34. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recomblnantes, laquelle particule est immunologiquement simllalre aux particules gag du 
virus de I'lmmunite deficltaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
conferer e des humains une protection contre une infection par HIV. 40 

35. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recomblnantes, laquelle particule est immunologiquement simllalre aux particules gag du virus de 
I'lmmunite deficltaire acquise authentiques pour une utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour 
conferer & des humains une protection contre une Infection par HIV. 

36. Precede pour preparer une molecule d*ADN recombinant pour exprimer une proteine gag du virus de 45 
rimmunite deficltaire acquise qui comprend la ligation d'une sequence d'ADN qui code pour i'entierete de 

la proteine precurseur gag du vims de I'lmmunite deficltaire acquise et qui est depourvue des sequences 
fianquantes en 5' et en 3' qui se pr6sentent naturellement, a un element de regulation qui fonctionne dans 
des cellules eucaryotes. 

37. Precede de la revendication 36 dans lequel reiement de regulation est un element de regulation qui SO 
fonctionne dans une levure, des cellules d'insecte ou de mammifdre et la proteine precurseur gag est la 
proteine precurseur de HIV. 

38. Precede de la revendication 37 dans lequel reiement de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans des cellules de L^pidopteres. 

39. Precede de la revendication 38 dans lequel reiement de regulation comprend le promoteur du gdne 55 
de polyhedrine. 
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